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ÁTTEKINTÉS (1)

György et al 2011



ÁTTEKINTÉS (2)

I. Izolálási módszerek
1. Differenciál centrifugálás
2. Sűrűség grádiens centrifugálás (szukróz vagy iodixanol)
3. Méret-eloszlásos/kizárásos kromatográfia – SEC , qEV
4. Ultrafiltráció
5. Precipitációs módszerek –PEG, PROSPR
6. Mágneses szeparálás
7. Fluoreszcencia aktivált vezikula szeparálás - FAVS 

II. Detektálási módszerek
1. Áramlási citometria- FC
2. Elektronmikroszkópia – TEM/SEM
3. Atomerőmikroszópia - AFM
4. Rezisztív pulzus érzékelés – qNano IZON
5. Dinamikus fényszórás - DLS
6. Nanopartikulum követő analízis - NTA
7. Mikrofluidika
8. Raman spektroszkópia ÁTMÉRŐ

FEHÉRJEMINTÁZAT

REFRAKTÍV INDEX

FEHÉRJE ÉS NUKLEINSAV
TARTALOM



I. EXTRACELLULÁRIS VEZIKULÁK IZOLÁLÁSI MÓDSZEREI



IZOLÁLÁS (1)

In vitro rendszerek Humán / állat minták

1. Plazma
2. Vizelet
3. Nyálminta
4. Perikardiális folyadék
5. Szinoviális folyadék
6. Malignus ascites
7. Magzatvíz
8. Anyatej

1. Sejtkultúra
2. 3D sejttenyészet
3. Szöveti explantátum
4. Transwell rendszer

Kalra et al 2016



IZOLÁLÁS (2)

Vezikula tulajdonságok kiaknázása az izolálás során

Vezikulák biofizikai tulajdonságai (Exo<MV<AB)

Differenciál centrifugálás
Sűrűség grádiens centrifugálás
Méret-eloszlásos kromatográfia – SEC
Ultrafiltráció

Vezikulafelszín fehérjemintázata

Mágneses szeparálás
Fluoreszcencia aktivált vezikula szeparálás - FAVS 



I. 1 DIFFERENCIÁL CENTRIFUGÁLÁS (1)

Sódar et al 2016, Torrano et al -2016, Mork et al – 2016  

Legszélesebb körben alkalmazott és standardizált izolálási módszer

1. Sejtmentesítő 
Centrifugálás

1000 g

2. Apoptotikus test
frakció elválasztás

2500 g 15 perc

3. Mikrovezikula frakció
elválasztás 

12500 g 20 perc

4. Exoszóma frakció 
elválasztás 

100000 g 70 perc

± 0,8 µm filter szűrés ± 0,2 µm filter szűrés

Pellet 1:
Sejtek

Pellet 2:
Apoptotikus testek

Pellet 3:
Mikrovezikulák

Pellet 4:
Exoszómák

0



I. 1 DIFFERENCIÁL CENTRIFUGÁLÁS (2)



I. 2 SŰRŰSÉG GRÁDIENS CENTRIFUGÁLÁS

Ultracentrifugálás szukróz vagy iodixanol sűrűség grádiensen, EV alpopulációk elkülönítésére

Szeberényi, 2014

Centrifugálás Frakciógyűjtés UV abszorpció

Frakciószám

A 260

Szacharóz
grádiens



I. 3 MÉRET ELOSZLÁSOS KROMATOGRÁFIA

Hatékony és gyors módszer, eltávolítja a szennyező ágensek nagy részét; kevés mintamennyiség dolgozható fel 

Mork et al. -2016 



I. 4 FILTRÁCIÓ

Szűrő

EV minta

Szűrt vezikula
minta

0,1 µm 0,2 µm 0,8 µm



I. 5 POLIMÉR ALAPÚ IZOLÁCIÓS MÓDSZEREK

Kevésbé tiszta EV populációt izoláló módszer: polimér interferencia, illetve szolubilis faktor szennyeződés

Exoquick (System Bioscience) 

Total exosome Isolation Kits (Life Technologies)

Urine exosome RNA Isolation Kit (NORGEN, Biotek Corp.)

Torrano et al -2016



I. 6 AFFINITÁS MÓDSZEREK (1)

A vezikulafelszín egy adott specifikus fehérje alapján specifikus EV alpopuláció izolálása 



I. 6 AFFINITÁS MÓDSZEREK (2)

A vezikulafelszín egy adott specifikus fehérje alapján specifikus EV alpopuláció izolálása 

Mágneses gyöngy
hozáadás

Specifikus
kötődés

Felülúszó 
eltávolítása

Mosás és
elúció



I. 7 ÁRAMLÁSI CITOMETRIA



I. 7 FLUORESZCENCIA AKTIVÁLTA VEZIKULA SZORTOLÁS

Higginbotham et al 2016



II. EXTRACELLULÁRIS VEZIKULÁK DETEKTÁLÁSI MÓDSZEREI



"Populációs" szintű 
vizsgálatok

Fehérje tartalom / összetétel 
WB (western blot analízis)
MS (tömegspektrometria)

Fehérje/lipid arány meghatározás Protein/lipid assay
Nukleinsav tartalom / összetétel PCR

"Individuális" szintű 
vizsgálatok

Fényszóráson alapuló optikai 
módszerek

FACS (áramlási citometria) konvencionális és 
magas felbontású

DLS (dinamikus fényszórás)
NTA (nano tracking analysis)

Fluoreszcens  optikai módszerek

FACS (áramlási citometria)

fluoreszcens mikroszkópia
STED mikroszkópia (szuperrezolúciós 

fénymikroszkópia)
F-NTA (fluoreszcens nano tracking analysis)

Nem optikai módszerek
TEM (transzmissziós elektronmikroszkópia)

AFM (atomerő mikroszkópia)
Impedancia alapú flow cytometria

Pállinger, 2016

DETEKTÁLÁS (1)



DETEKTÁLÁS (2)

Vezikulák mérete (Exo<MV<AB)

Áramlási citométer
NTA
TRPS
DLS

Vezikulafelszín fehérjemintázata

Vezikula fehérjetartalom Vezikula nukleinsav tartalom

EV array – protein microarray
Tömegspektrometria

Western Blot

Áramlási citométer– PS, tetraspanin detektálás
ELISA

miRNS
mRNS
DNS



II. ÁRAMLÁSI CITOMETRIA- FACS
FLOW CYTOMETRY

Konvencionális citométer – BD FACSCalibur

Magas felbontású citométer – ApogeeA50 Micro

Van der Pol et al - 2013



II. KÉPALKOTÓ ÁRAMLÁSI CITOMETRIA - IMAGESTREAMx

Headland et al 2014



II. MAGAS FELBONTÁSÚ ÁRAMLÁSI CITOMETRIA



II. ÁRAMLÁSI CITOMETRIA
DIFFERENCIÁL DETERGENS LÍZIS

György et al 2011



II. TRANSZMISSZIÓS ELEKTRONIKROSZÓPIA - TEM

Transzmissziós elektronmikroszkópos felvételek, BALB/c  thymus eredetű
A: sejtek, B: apoptotikus testek, C: mikrovezikulák, D: exoszómák



II. TEM és ATOMERŐ MIKROSZÓPIA

APOMV

MV
MV

MV

MV

MV

MV

Exoszóma

500nm

APO

APO

APOAPO

APO

APO

APO

MV

MV

MVMV

MV

MV

500nm

Buzás et al 2014



II. TEM – PLAZMA MINTA 

Vogel et al 2016

Izolálás előtt Izolálás után CD9+ jelölés



II. PÁSZTÁZÓ ELEKTRONMIKROSZKÓPIA - TSEM

Nicolet et al 2016

Transzmissziós módban



II. KONFOKÁLIS MIKROSZÓPIA

Zabarowski et al 2016, Familiari et al 2015

KONFOKÁLISTEM



II. REZISZTÍV PULZUS ÉRZÉKELÉS - TRPS 



II. REZISZTÍV PULZUS ÉRZÉKELÉS - TRPS 
TUNABLE RESISITVE PULSE SENSING

Mork et al. -2016, Van der Pol et al 2013 

Vezikula szám felmérése és méreteloszlás meghatározása



II. PROTEIN-LIPID ARÁNY ASSAY

Osteikoetxea et al 2015

R

R

𝐴𝑔ö𝑚𝑏 = 4 ∗ 𝑅2 ∗ 𝜋



II. DINAMIKUS FÉNYSZÓRÁS- DLS
DYNAMIC LIGHT SCATTERING

Lézerforrás

In
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te
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zi

tá
s

Idő

Idő

Palmieri et al 2014

Méreteloszlás



II. NANOPARTIKULUM KÖVETŐ ANALÍZIS- NTA
NANOPARTICLE TRACKING ANALYSIS

Vezikula szám felmérése és méreteloszlása

Mork et al. -2016, Dragovic et al 2011 



II. WESTERN BLOT

EV minta
Blottoló kád

Jelölt At

Blot immunfestése

Autoradiográfia

Előhívás

Antigén sávok



II. TÖMEGSPEKTROMETRIA

Pocsfalvi et al 2014



II. PROTEIN MICROARRAY

Például: CD9, CD63, CD81

Akár: 10uL plazmából  

ELISA alapú módszerek
Exosearch
Immunochip

Specifikus kvantifikációja EV alpopulációknak nagy számú 
mintában

Torrano et al -2016



II. ELISA

EV EV EV EV

Immunoplate
EV kifogás

Elsődleges Antitest
Specifikus vezikula

Fehérje ellen

Mosás Mosás Mosás

Inkubáció 
HRP-vel jelölt

Másodlagos Antitesttel

HRP szubsztrát
hozzáadása

Szubsztrát

Egy időben sok minta feldolgozására ad lehetőséget

Antigének



II. RAMAN SPEKTROSZKÓPIA (1)

Kirchner et al 2011



II. RAMAN SPEKTROSZKÓPIA (2)

Kirchner et al 2011



ÖSSZEGZÉS (1)

Van der Pol et al. 2015

ELMI AFM ImagestreamX

Vizualizálás + + +
Magas 

áteresztőképes
ségű módszer

- - +

Detekciós
határ

2-5 nm 0.5-1 nm 100 nm

Fenotipizálás + - +

Időigényes + + -



MESSAGE TO TAKE HOME

A rendelkezésre álló izolálási és detektálási módszerek palettája lehetővé teszi a különböző

extracelluláris vezikula populációk és alpopulációk elkülönítését és jellemzését. Ennek feltétele a

vizsgálati minta ismerete, a biológiai kérdés valamint az adott minta potenciális szennyeződési

faktorai függvényében történő izolálási és detektálási módszerek kiválasztása/ együtt

alkalmazása.



EV szerepe a kardiovaszkuláris megbetegedésekben: 2016. 10. 26



KÖSZÖNÖM SZÉPEN A FIGYELMET!


